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Verfahren zuzn Nachweis von Nukleinsauresequenzen mittels 
spaltbarer Sondenmolekule 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum 
Nachweis von Nukleinsauresequenzen in Nukleinsauren. 

Die nach den methodischen Entwicklungen der letzten Jahre 
in der Molekularbiologie gut studierten 

Beobachtungsebenen sind die Gene selbst, die Ubersetzung 
dieser Gene in RNA und die daraus entstehenden Proteine. 
Wann im Lauf e der Entwicklung eines Individuums welches 
Gen angeschaltet wird und wie Aktivieren und Inhibieren 
bestimmter Gene in bestimmten Zellen und Geweben 
gesteuert wird, ist mit AusmaS und Charakter der 
Methylierung der Gene bzw. des Genoms korrelierbar . 

5-Methylcytosin ist die haufigste kovalent modif izierte 
Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spiel t 
beispielsweise eine Rolle in der Regulation der 
Transkription, beim genet ischen Imprinting und in der 
Tumorgenese. Die Identif izierung von 5-Methylcytosin als 
Bestandteil genetischer Information ist daher von 
erheblichem Interesse. 5-Methylcytosin-Positionen konnen 
jedoch nicht durch Sequenzierung identif iziert werden, da 
5-Methylcytosin das gleiche Basenpaarungsverhalten 
aufweist wie Cytosin. Dariiber hinaus geht bei einer PCR- 
Amplif ikation die epigenetische Inf ormation, welche die 
5-Methylcytosine tragen, vollstandig verloren. 

Eine relativ neue und die mittlerweile am haufigsten 
angewandte Methode zur Untersuchung von DNA auf 5- 
Methylcytosin beruht auf der spezifischen Reaktion von 
Bisulfit mit Cytosin, das nach anschlieSender alkalischer 
Hydrolyse in Uracil umgewandelt wird, welches in seinem 
Basenpaarungsverhalten dem Thymidin entspricht. 5- 
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Methylcytosin wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht 
modif iziert . Damit wird die ursprungliche DNA so 
umgewandelt , dass Methylcytosin, welches urspriinglich 
durch sein Hybridisierungsverhalten vom Cytosin nicht 
5 unterschieden werden kann, jetzt durch „normale xx 

molekularbiologische Techniken als einzig verbliebenes 
Cytosin beispielsweise durch Amplif ikation und 
Hybridisierung oder Sequenzierung nachgewiesen werden 
kann. Alle diese Techniken beruhen auf Basenpaarung, 

10 welche jetzt voll ausgenutzt wird. Der Stand der Technik, 
was die Empf indlichkeit betrifft, wird durch ein 
Verfahren definiert, welches die zu untersuchende DNA in 
einer Agarose-Matrix einschlieSt, dadurch die Diffusion 
und Renaturierung der DNA (Bisulfit reagiert nur an 

15 einzelstrangiger DNA) verhindert und alle Fallung- und 
Reinigungsschritte durch schnelle Dialyse ersetzt (Olek 
A, Oswald J, Walter J. A modified and improved method for 
bisulphite based cytosine methylation analysis. Nucleic 
Acids Res. 1996 DEC 15;24 (24) : 5064-6) . Mit dieser Methode 

20 konnen einzelne Zellen untersucht werden, was das 

Potential der Methode veranschaulicht . Allerdings werden 
bisher nur einzelne Regionen bis etwa 3000 Basenpaare 
Lange untersucht, eine globale Untersuchung von Zellen 
auf Tausenden von moglichen Methyl ierungsanalysen ist 

25 nicht moglich. Allerdings kann auch dieses Verfahren 

keine sehr kleinen Fragmente aus geringen Probenmengen 
zuverlassig analysieren. Diese gehen trotz 
Dif fusionsschutz durch die Matrix verloren. 

30 Eine Ubersicht iiber die weiteren bekannten Moglichkeiten, 
5-Methylcytosine nachzuweisen, kann aus dem folgenden 
Ubersichtsartikel entnommen werden: Rein T, DePamphilis 
ML, Zorbas H. Identifying 5-methylcytosine and related 
modifications in DNA genomes. Nucleic Acids Res. 1998 May 

35 15;26(10) :2255-64. 
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Die Bisulf it-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnahmen 
(z. B. Zeschnigk M, Lich C, Buiting K, Dorfler W, Hor- 
sthemke B. A single- tube PCR test for the diagnosis of 
Angelman and Prader-Willi syndrome based on allelic me- 
5 thylation differences at the SNRPN locus. Eur J Hum 
Genet. 1997 Mar-Apr; 5 (2) : 94-8) nur in der Forschung 
angewendet. Immer aber werden kurze, spezifische Stiicke 
eines bekannten Gens nach einer Bisulf it-Behandlung 
amplifiziert und entweder komplett sequenziert (Olek A, 

10 Walter J. The pre-implantation ontogeny of the H19 

methylation imprint. Nat Genet. 1997 Nov. ; 17 (3) :275-6) 
oder einzelne Cytosin-Positionen durch eine „Primer- 
Extension-Reaktion" (Gonzalgo ML, Jones PA. Rapid 
quantitation of methylation differences at specific sites 

15 using methylation-sensitive single nucleotide primer 
extension (Ms-SNuPE) . Nucleic Acids Res. 1997 Jun. 
15;25 (12) :2529-31, WO-A 95/00669) oder einen Enzymschnitt 
(Xiong Z, Laird PW. COBRA: a sensitive and quantitative 
DNA methylation assay. Nucleic Acids Res. 1997 Jun. 

20 15;25 (12) :2532-4) nachgewiesen. Zudem ist auch der 

Nachweis durch Hybridisierung beschrieben worden (Olek et 
al. , WO-A 99/28498) . 

Ein neueres Verfahren ist auch der Nachweis von Cytosin- 
Methylierung mittels einer Taqman PCR, das als 
25 MethylLight bekannt geworden ist (WO-A 00/70090) . Mit 

diesem Verfahren ist es moglich, den Methylierungsstatus 
einzelner oder weniger Positionen direkt im Verlauf der 
PCR nachzuweisen, so dass sich eine nachfolgende Analyse 
der Produkte eriibrigt. 

30 

Genomische DNA wird durch Standardmethoden aus DNA von 
Zell-, Gewebe- oder sonstigen Versuchsproben gewonnen. 
Diese Standardmethodik findet sich in Referenzen wie 
Fritsch und Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory 
35 Manual, 1989. 
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Fur die Markierung von Amplif ikaten sind vielfach 
massenmarkierte Oligonukleotide verwendet worden 
(www.quiagengenomics.com), die einfach herzustellen sind 
und nicht f ragmen tier en. 

5 

Als Massenmarkierungen werden z.B. Tritylgruppen mit 
verschiedenen Massen verwendet (Shchepinov, M.S., 
Southern E.M. Trityl mass- tags for encoding in 
combinatorial oligonucleotide synthesis (1999), Nucleic 
10 Acids Symposium Series 42: 107-108) 

Matrix-assistierte Laser Desorptions/Ionisations- 
Massenspektrometrie (MALDI-T0F) ist eine sehr 
leistungsf ahige Entwicklung fur die Analyse von 

15 Biomolekulen (Karas M, Hillenkamp F. Laser desorption 
ionization of proteins with molecular masses exceeding 
10,000 daltons. Anal Chem. 1988 Oct. 15; 60 (20) :2299-301) . 
Ein Analyt wird in eine lichtabsorbierende Matrix 
eingebettet. Durch einen kurzen Laserpuls wird die Matrix 

20 verdampft und das Analytmolekiil so unf ragmen tier t in die 
Gasphase befordert. Durch StoSe mit Matrixmolekulen wird 
die Ionisation des Analyten erreicht. Eine angelegte 
Spannung beschleunigt die Ionen in ein feldfreies 
Flugrohr. Auf Grund ihrer verschiedenen Massen werden 

25 Ionen unterschiedlich stark beschleunigt. Kleinere Ionen 
erreichen den Detektor fruher als groSere. Die Flugzeit 
wird in die Masse der Ionen umgerechnet . 

Technische Neuerungen der Hardware haben die Methode 
30 signifikant verbessert. Erwahnenswert ist hierbei die 
„delayed extraction" -Methode (DE) . Fur DE wird die 
Beschleunigungsspannung mit einer Verzogerung zum 
Laserpuls eingeschaltet und dadurch eine verbesserte 
Auflosung der Signale erreicht, weil die Zahl der StoSe 
35 verringert wird. 
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MALDI-TOF Spektroskopie eignet sich ausgezeichnet zur 
Analyse von Peptiden unci Proteinen. Die Analyse von 
Nukleinsauren ist etwas schwieriger (Gut, I. G. und Beck, 
S. (1995), DNA and Matrix Assisted Laser Desorption 
5 Ionization Mass Spectrometry. Molecular Biology: Current 
Innovations and Future Trends 1: 147-157.) Fur 
Nukleinsauren ist die Empf indlichkeit etwa 100 mal 
schlechter als fur Peptide und nimmt mit zunehmender 
FragmentgroSe iiberproportional ab. Fur Nukleinsauren, die 

10 ein vielfach negativ geladenes Riickgrat haben, ist der 
IonisationsprozeS durch die Matrix wesentlich 
inef f izienter . In der MALDI-TOF Spektroskopie spielt die 
Wahl der Matrix eine eminent wichtige Rolle. Fur die 
Desorption von Peptiden sind einige sehr leistungsf ahige 

15 Matrices gefunden worden, die eine sehr feine 
Kristallisation ergeben. Fur DNA gibt es zwar 
mittlerweile einige ansprechende Matrices, jedoch wurde 
dadurch der Empf indlichkeitsunterschied nicht verringert. 
Der Empf indlichkeitsunterschied kann verringert werden, 

20 indem die DNA chemisch so modifiziert wird, dass sie 
einem Peptid ahnlicher wird. 

Phosphorothioatnukleinsauren, bei denen die gewohnlichen 
Phosphate des Rtickgrats durch Thiophosphate substituiert 
sind, lassen sich durch einfache Alkylierungschemie in 

25 eine ladungsneutrale DNA umwandeln (Gut, I. G. und Beck, 
S. (1995), A procedure for selective DNA alkylation and 
detection by mass spectrometry. Nucleic Acids Res. 23: 
1367-1373) . Die Kopplung eines „charge tags" an diese 
modifizierte DNA resultiert in der Steigerung der 

30 Empf indlichkeit urn den gleichen Betrag, wie er fur 

Peptide gefunden wird. Ein weiterer Vorteil von „ charge 
tagging* ist die erhohte Stabilitat der Analyse gegen 
Verunreinigungen, die den Nachweis unmodif izierter 
Substrate stark erschweren. PNAs und 

35 Methylphosphonatoligonukleotide sind mit MALDI untersucht 
worden und lassen sich so analysieren. 
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Derzeit ist diese Technologie in der Lage, im 
Massenbereich von 1.000 bis 4.000 Da, Molekule mit einer 
Massendif f erenz von 1 Da zu unterscheiden. Durch die 
5 nattirliche Verteilung von Isotopen sind die meisten 

Biomolekule jedoch schon etwa 5 Da breit. Technisch ist 
diese massenspektrometrische Methode also vorziiglich fur 
die Analyse von Biomolekiilen geeignet. Verniinf tigerweise 
miissen zu analysierende Produkte, die unterschieden 
10 werden sollen, also mindestens 5 Da auseinander liegen. 
In diesem Massenbereich kormten also 600 Molekule 
unterschieden werden. 

Als Sondenmolekule sind in der Literatur neben DNA auch 
15 PNA und LNA vielfach beschrieben worden. Bei der PNA 

handelt es sich um ein synthetisches Nukleinsaureanalog, 
wo das Zucker-Phosphat Riickgrat ersetzt ist durch ein 
Peptid ahnliches Polyamid. Anstelle von 5'- und 3'-Enden 
haben PNAs N- und C-Enden. Wie die LNAs (Locked Nucleic 
20 Acids) (siehe www.cureon.com/technology/aboutlna) 

verfugen die PNAs iiber eine hohe Stabilitat gegeniiber 
Nukleasen und eine hohe Bindungsaf f initat gegeniiber 
komplementarer DNA. 

Beschrieben sind photospaltbare Bausteine fur MALDI-TOF- 
25 Messungen, die eine lichtgesteuerte Freisetzung der 
Proben erlauben (Olejnik et al . , 1998, Nucleic Acids 
Res., 3572-3576). Koster et al . (W0-A 98/20166) schlugen 
die Verwendung von spaltbaren Bindungen vor. Dazu sind 
Primeroligonukleotide immobilisiert worden, die dann mit 
30 genomischer DNA hybridisiert wurden. Nach der 

anschlieSenden Extensionsreaktion wurden die entstandenen 
Produkte spezifisch von der Oberflache gespalten und 
massenspektrometrisch analysiert. Wiederum ahnlich wurde 
die Verwendung von photolytisch spaltbaren 
35 Oligonukleotidsonden auf einem Array vorgeschlagen 

(Jaschke, A., Hausch, F. EP1138782) , wobei eine Multiplex 
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Sequenzabhangige Modifikation der Oligonukleotidsonden 
durchgefiihrt wird und die Massen der modif izierten Sonden 
direkt auf dem Array gemessen werden. Das Gemisch der 
Zielsequenzen wird dabei durch die definierten Positionen 
5 der Sonden auf dem Array getrennt . 

Matrixinduzierte Fragment ierung von P3 1 -N5 ' 
Phosphoramidat enthaltende DNA ist in der Literatur 
beschrieben (Shchepinov, M., Denissenko, M. , 2001, 
10 Nucleic Acids Res., 3864-3872). Dabei kann die P-N 
Bindung unter sauren Bedingungen gespalten werden. 

Auf gabenstel lung 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung 
15 eines Verfahrens zum Nachweis von Nukleinsauresequenzen. 

Dazu sollen Sondenmolekule sequenzspezif isch an eine oder 
mehrere Festphasen immobilisierte Nukleinsauren 
hybridisiert werden. Diese Sondenmolekule sollen mit 
einer spaltbaren Bindung und einer spezifischen 
2 0 Massenmarkierung versehen werden. AnschlieSend sollen die 
hybridisierten Sondenmolekule mit einer Substanz oder 
einem Substanzgemisch kontaktiert werden, die die 
spaltbaren Bindungen spaltet und zugleich als Matrix in 
einem MALDI-Massenspektrometer dient. Die 
25 Massenmarkierungen sollen abschlieSend an den Positionen 
auf der Festphase nachgewiesen werden, an denen die 
Nukleinsauren gebunden wurden. 

Beschreibung der Erfindung 
30 Beschrieben wird ein Verfahren zum Nachweis von 

Nukleinsauresequenzen. Dieses Verfahren ist durch die 
folgenden Schritte gekennzeichnet : 

Im ersten Schritt des Verfahrens wird mindestens eine 
35 Nukleinsaureprobe auf einer Festphase gebunden. Die 
Sondenmolekule werden im nachsten Schritt 
sequenzspezif isch an die Nukleinsaureprobe hybridisiert, 
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fisch an die Nukleinsaureprobe hybridisiert , wobei die 
Sondenmolekiile mit einer spaltbaren Bindung und einer 
Massenmarkierung versehen sind, welche fur das 
Sondenmolekiil spezifisch ist. AnschlieSend werden die 
5 nicht hybridisierten Sondenmolekiile entfernt. In einem 
weiteren Schritt des Verfahrens werden die 
hybridisierten Sondenmolekiile mit einer Matrix 
kontaktiert, die die spaltbaren Bindungen spaltet und 
zugleich als Matrix in einem MALDI-Massenspektrometer 
10 dient. Die Massenmarkierung werden im letzten Schritt 
des Verfahrens an den Posit ionen nachgewiesen, an denen 
die Nukleinsaureprobe gebunden wurde. 

Im folgenden ist dieses Verfahren detailliert 

15 beschrieben: 

Eine Nukleinsaure wird bevorzugt aus Zelllinien, Blut, 
Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn-Riickenmarks-Fliissigkeit , in 
Paraffin eingebettetem Gewebe, beispielsweise Gewebe von 
Augen, Darm, Niere, Him, Herz, Prostata, Lunge, Brust 

20 oder Leber, histologischen Objekttragern oder alien 
moglichen Kombinationen hiervon erhalten. 

Die Nukleinsaure wird amplif iziert , wobei dies bevorzugt 
mittels enzymatischer Primerverlangerung, PCR, Rolling 
25 Circle Amplif ikation, Ligase-Kettenreaktion oder anderen 
Verfahren erfolgt. 

In einer besonders bevorzugten Verf ahrensvariante wird 
die Amplif ikation mehrerer unterschiedlicher Fragmente in 
30 einem Reaktionsgef aS durchgef iihrt . 

Auf einer Festphase, die vorzugsweise auch als 
Probentrager eines Massenspektrometers dienen kann, wird 
mindestens eine Nukleinsaure gebunden. Die Festphase oder 
35 Festphasenoberf lache besteht besonders bevorzugt aus 
nichtleitenden Materialen wie beispielsweise Glas. 
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Besonders bevorzugt sind ferner leitende Materialien wie 
beispielsweise Teflon, Silizium oder Black Conductive 
Polypropylen. Bevorzugt sind auch weitere Materialen wie 
Polys tyrol, Aluminium, Stahl, Eisen, Kupfer, Nickel, 
5 Silber oder Gold. 

Erf indungsgemafi kann die Bindung der Nukleinsaure an die 
Oberflache sowohl kovalent (z.B. durch einen Primer, der 
am S'-Ende ein Thiol tragt und an eine mit Bromessigsaure 
10 aktivierte Oberflache gebunden wird) als auch 
nichtkovalent durch van der Waals Krafte oder 
Wasserstof fbriickenbindungen (z.B. durch 
Hitzeimmobilisierung oder Inkubation) erfolgen. 

15 Bevorzugt sind mehrere Nukleinsauren auf einer 

Festphasenoberf lache in Form eines rechtwinkligen oder 
hexagonalen Rasters angeordnet. Alternativ bevorzugt ist 
es, dass auf einer Mehrzahl von Oberflachen jeweils 
zumindest eine Nukleinsaure angeordnet ist. Diese 

2 0 Festphasen konnen besonders bevorzugt in den Probentrager 
eines MALDI-Massenspektrometers eingesetzt werden. 

Bei den nachzuweisenden Nukleinsauren handelt es sich 
bevorzugt um DNA-Sequenzen und insbesondere zwischen 

25 unterschiedlichen Proben veranderliche Sequenzen, die 
SNPs, Punktmutationen, Deletionen, Inversionen oder 
Insert ionen enthalten. Besonders bevorzugt sind die 
nachzuweisenden Nukleinsauresequenzen chemisch 
vorbehandelte DNA-Sequenzen, welche zum Nachweis von DNA- 

30 Methylierung an bestimmten CpG Positionen dienen. 

Besonders bevorzugt fuhrt man die chemische Behandlung 
mit einem Bisulfit (=Disulfit, Hydrogensulf it) durch. 
Dabei werden alle nicht im Kontext CpG vorhandenen 
35 Cytosine in Thymidine umgewandelt, wodurch die 

Untersuchung individueller CpG Positionen ermoglicht 
wird. 
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Bevorzugt erfolgt die chemische Behandlung nach Einbetten 
der DNA in Agarose. Ebenfalls bevorzugt ist es, dass bei 
der chemischen Behandlung ein die DNA-Duplex 
5 denaturierendes Reagenz und/oder ein Radikalf anger 
zugegen ist. 

Die fur die Bindung an nachzuweisende Nukleinsauren 
erf orderlichen Sondenmolekiile werden im Stand der Technik 
oft kombinatorisch in Form von Bibliotheken hergestellt 
10 (EP1036202), die auch in dem erf indungsgemaSen Verfahren 
bevorzugt Anwendung finden. 

Besonders bevorzugt werden die Sondenmolekiile mit einer 
spaltbaren Bindung und einer Massenmarkierung versehen, 
15 welche fur das jeweilige Sondenmolekul spezifisch ist. 
Solche Markierungen konnen beispielsweise 6- 
Triethylammoniumhexyryl- , 6-Trimethylammoniumhexyryl- 
oder saurelabile Monomethoxytrityl- oder 4- 
Methyltritylschutzgruppen sein. 

20 

Die Masse einer Markierung unterscheidet sich 
vorzugsweise jeweils von der Masse aller anderen in einem 
Experiment verwendeten Markierungen urn mindestens 1 Da. 
Die Sondenmolekiile umfassen bevorzugt mindestens ein CG, 
25 TG oder CA Dinukleotid. 

Die unterschiedliche Masse kann besonders bevorzugt auch 
Resultat einer enzymatischen Reaktion sein. Hierbei wird 
die Sonde mit einer Massenmarkierung synthetisiert und 
30 anschlieSend enzymatisch modifiziert, wobei sich die 
Masse andert. 

Die Massenmarkierung wird besonders bevorzugt erst 
infolge einer enzymatischen Modifikation mit dem 
35 Sondenmolekul verbunden. In diesem Fall wird die Sonde 
chemisch ohne Massenmarkierung hergestellt und 
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anschlieSend enzymatisch mit einer Massenmarkierung 
versehen. 

Bevorzugt wird die Sonde chemisch mit einer 
5 Massenmarkierung versehen und nicht enzymatisch 
verandert. Daruber hinaus ist es erf indungsgemaS 
bevorzugt, dass die mit einer Massenmarkierung versehene 
Sonde chemisch verandert wird. Das kann beispielsweise 
durch Saure erfolgen oder mit einer Behandlung nach Maxam 

10 und Gilbert. 

Diese Sondenmolekule, die besonders bevorzugt aus DNA 
oder modif izierter DNA bestehen, werden sequenzspezif isch 
an die Nukleinsauren hybridisiert . Bevorzugt sind die 
Sondenmolekule RNA, LNA, PNA oder entsprechende Hybride 

15 davon, auch mit DNA oder modif izierter DNA kombiniert. 

Die nicht hybridisierten Sondenmolekule werden entfernt. 
Die verbleibenden hybridisierten Sondenmolekule werden 
vorzugsweise nach der Hybridisierung enzymatisch durch 
Primerverlangerung oder Ligation modif iziert. Als Enzyme 

20 fur die Primerverlangerung kommen beispielsweise 

Thermosequenase oder Taq-Polymerase in Frage, wohingegen 
fur die Ligation beispielsweise Ampligase DNA Ligase, Pfu 
oder Taq DNA Ligase Anwendung finden. 

2 5 Bevorzugt erfolgt die Hybridisierung der Amplifikate an 
zwei Klassen von Sondenmolekiilen mit jeweils mindestens 
einem Mitglied, wobei die Sondenmolekule der ersten 
Klasse bevorzugt an die Sequenz hybridisieren, welche aus 
der chemischen Behandlung der genomischen DNA hervorgeht, 

30 wenn ein zu untersuchendes Cytosin in der genomischen DNA 
methyliert vorlage und wobei die Sondenmolekule der 
zweiten Klasse bevorzugt an die Sequenz hybridisieren, 
welche aus der chemischen Behandlung der genomischen DNA 
hervorgeht, wenn ein zu untersuchendes Cytosin in der 

35 genomischen DNA unmethyliert vorlage. 
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Bevorzugt erfolgt eine Hybridisierung an zwei Klassen von 
Sondenmolekiilen mit jeweils mindestens einem Mitglied, 
wobei die Sondenraolektile der ersten Klasse bevorzugt an 
die Sequenz hybridisieren, welche aus der chemischen 
5 Behandlung der genomischen DNA hervorgeht, wenn ein zu 

untersuchendes Cytosin in der genomischen DNA methyliert 
vorlage und weniger bevorzugt an die Sequenz, welche aus 
der chemischen Behandlung der genomischen DNA hervorgeht, 
wenn ein zu untersuchendes Cytosin in der genomischen DNA 
10 unmethyliert vorlage und wobei die Oligomere der zweiten 
Klasse an das zu untersuchende Amplifikat im wesent lichen 
unabhangig von der Methylierung besagten bestimmten 
Cytosins in der genomischen DNA hybridisieren. 

15 Bevorzugt erfolgt eine Hybridisierung an zwei Klassen von 
Sondenmolekiilen mit jeweils mindestens einem Mitglied, 
wobei die Sondenmolekiile der ersten Klasse bevorzugt an 
die Sequenz hybridisieren, welche aus der chemischen 
Behandlung der genomischen DNA hervorgeht, wenn ein zu 

20 untersuchendes Cytosin in der genomischen DNA 

unmethyliert vorlage und weniger bevorzugt an die 
Sequenz, welche aus der chemischen Behandlung der 
genomischen DNA hervorgeht, wenn ein zu untersuchendes 
Cytosin in der genomischen DNA methyliert vorlage und 

25 wobei die Oligomere der zweiten Klasse an das zu 

untersuchende Amplifikat im wesentlichen unabhangig von 
der Methylierung besagten bestimmten Cytosins in der 
genomischen DNA hybridisieren. 
AnschlieSend werden die nicht hybridisierten 

30 Sondenmolekiile entfernt. 

Die hybridisierten Sondenmolekiile werden mit einer Matrix 
kontaktiert (z.B. durch spriihen, pipettieren, spotten) , 
die die spaltbaren Bindungen spaltet und zugleich als 
35 Matrix in einem MALDI-Massenspektrometer dient. Dazu 

kommt beispielsweise eine 2 ' , 4 ' , 6 ' -Trihydroxyacetophenon 
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(THA) Matrix oder 3-HPA (3-Hydroxypicolinsaure) Matrix in 
Frage, wobei die THA Matrix erf indungsgemafe mit 
verdiinnter Saure wie TFA (Trif luoressigsaure) versetzt 
wird. Durch die GroSe des Oligonukleotidspaltprdukts kann 
5 die Detektionsgrenze entscheidend herabgesetzt werden. 
Beispiele fur saureabspaltbare Schutzgruppen sind 
Monomethoxytrityl oder 4-Methyltrityl . 

Die Spaltung der Oligonukleotide kann auch 

10 strukturspezif isch durch Zugabe einer Flap-Endonuklease 
wie Cleavage VIII erfolgen. Weiter konnen Endonukleasen 
zur Spaltung eingesetzt werden, die die Sonde aus der 
Mitte heraus spalten wie beispielsweise Mung Bean 
Nuklease oder T7 Endonuklease I. Weiter ist der Einsatz 

15 von sequenzspezif ischen Endonukleasen zur Spaltung 

moglich, beispielsweise konnen dafiir die Enzyme Tsp 5091 
oder Msel eingesetzt werden. Dariiber hinaus ist der 
Verdau mit einer 3 ' -Endonuklease moglich, bevorzugt nach 
Zugabe saurer Matrix. Ferner werden Exonukleasen zur 

20 Spaltung eingesetzt. Eine 3 ' -5 ' -Exonuklease wie 

beispielsweise Exonuklease I spaltet die einzelstrangige 
Sonde vom 3'-Ende her bis zu einer Modifikation (z. B. 
Phosphothioat) . Eine 5 ' -3 ' -Exonuklease wie beispielsweise 
T7 Exonuklease spaltet entsprechend die einzelstrangige 

25 Sonde vom 5'-Ende her bis zu einer Modifikation. 

Die Massenmarkierungen werden an denjenigen Posit ionen 
nachgewiesen, an denen die Nukleinsaure gebunden wurde. 
Besonders bevorzugt erfolgt dieser Nachweis mittels 
30 MALDI-TOF Massenspektrometrie. Durch die bevorzugte 
Ladung der Massenmarkierung von einfach positiv oder 
einfach negativ wird die Detektionsgrenze entscheidend 
herabgesetzt. 

35 Das vorstehend beschriebene Verfahrens wird vorzugsweise 
verwendet zur Diagnose und/oder Prognose nachteiliger 
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Ereignisse fur Patienten oder Individuen, wobei diese 
nachteiligen Ereignisse mindestens einer der folgenden 
Kategorien angehoren: unerwiinschte Arzneimittelwirkungen; 
Krebserkrankungen; CNS-Fehlfunktionen, Schaden oder 
5 Krankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltensstorungen; 
klinische, psychologische und soziale Konsequenzen von 
Gehirnschadigungen; psychotische Storungen und 
Personlichkeitsstorungen; Demenz und/oder assoziierte 
Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und 

10 Schadigung; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des 

gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder 
Krankheit des A tmungs systems; Verletzung, Entziindung, 
Infektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz ; 
Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Korpers als 

15 Abweichung im Entwicklungsprozess ; Fehlfunktion, 

Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des 
Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische 
Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; Kopf schmerzen 
oder sexuelle Fehlfunktion. 

20 

Das vorstehend beschriebene Verfahrens wird vorzugsweise 
verwendet zur Unterscheidung von Zelltypen oder Geweben 
oder zur Untersuchung der Zelldif f erenzierung. 

25 Bevorzugt ist auch ein Kit, umfassend eine Festphase zur 
Immobilisierung der Nukleinsaure, Sondenmolekiilen, 
Komponenten fur die Durchfuhrung der 

massenspektrometrischen Messung sowie eine Anleitung zur 
Durchfuhrung des Verfahrens. 

30 

Die folgenden Beispiele erlautern das erf indungsgemaSe 
Verfahren: 

Durchfuhrung der Methylierungsanalyse im Gen MDRl mittels 
35 einer spaltbaren Sonde 

Beispiel: Anbindung der Zielsequenz an die Festphase 
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Im ersten Schritt wird eine genomische Sequenz unter 
Verwendung von Bisulfit (Hydrogensulf it , Disulfit) derart 
behandelt, dass alle nicht an der 5-Position der Base 
5 methylierten Cytosine so verandert werden, dass eine 

hinsichtlich dem Basenpaarungsverhalten unterschiedliche 
Base entsteht, wahrend die in 5-Position methylierten 
Cytosine unverandert bleiben. Wird fur die Reaktion 
Bisulfit verwendet, so findet an den nicht methylierten 

10 Cytosinbasen eine Addition statt. Zudem miissen ein 

denaturierendes Reagenz oder Losungsmittel sowie ein 
Radikalf anger zugegen sein. Eine anschlieSende alkalische 
Hydrolyse fiihrt dann zur Umwandlung von nicht 
methylierten Cytosin-Nukleobasen in Uracil. Diese 

15 umgewandelte DNA dient dazu, methylierte Cytosine 

nachzuweisen. Im zweiten Verf ahrensschritt verdiinnt man 
die behandelte Nukleinsaure mit Wasser oder einer 
wassrigen Losung. Bevorzugt wird anschlieSend eine 
Desulf onierung der DNA durchgefiihrt . Im dritten Schritt 

20 des Verfahrens amplifiziert man die Nukleinsaure in einer 
Polymerasekettenreaktion, bevorzugt mit einer 
hitzebestandigen DNA- Polymerase. Die PCR Reaktionen 
wurden in einem Thermocycler (Eppendorf GmbH) 
durchgef tihrt . Es wurden fur einen 100 ul Ansatz 40 ng 

25 DNA, 0.07umol/l von jedem Primeroligonukleotid 1 mmol/1 
dNTPs und vier Einheiten HotstarTaq eingesetzt. Die 
ubrigen Bedingungen wurden gemaS Herstellerangaben 
gewahlt. Fiir die PCR wurde zuerst eine Denaturierung fiir 
15 Minuten bei 96 °C durchgef tthrt, danach 40 Zyklen (60 

30 Sekunden bei 96°C, 75 Sekunden bei 56 °C und 75 Sekunden 
bei 65 °C) und eine abschlieSenden El Wasser oder einer 
wassrigen Losung. Bevorzugt wird anschlieSend eine 
Desulf onierung der DNA durchge fiihrt . Im dritten Schritt 
des Verfahrens amplifiziert man die Nukleinsare in einer 

35 Polymerasekettenreaktion, bevorzugt mit einer 

hitzebestandigen DNA- Polymerase. Die PCR Reaktionen 
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wurden in einem Thermocycler (Eppendorf GmbH) 
durchgefiihrt. Es wurden fur einen 100 ul Ansatz 40 ng 
DNA, 0 . 07]imol/l von jedem Primeroligonukleotid 1 mM dNTPs 
und vier Einheiten HotstarTaq eingesetzt. Die iibrigen 
5 Bedingungen wurden gemafe Herstellerangaben gewahlt. Fur 
die PCR wurde zuerst eine Denaturierung fur 15 Minuten 
bei 96 °C durchgefiihrt , danach 40 Zyklen (60 Sekunden bei 
96°C, 75 Sekunden bei 56 °C und 75 Sekunden bei 65 °C) 
und eine abschlieSenden Elongation von 10 Minuten bei 72 
10 °C. Das Vorhandensein der PCR Produkte wurde auf 
Agarosegelen iiberpriift. Einer der beiden 
Primeroligonukleotide war an seinem 5 ' -Ende Thiol (im 
folgenden Beispiel 8 stattdessen 5 ' -Ende Phosphat) 
modif iziert . 

15 

Im vorliegenden Fall werden Cytosine aus der potentiellen 
Promotorregion des Gens MDRl untersucht. Mit Sequenzen 
dieses Gens kann die Reaktion eines Patienten auf eine 
Chemotherapie verfolgt werden. Dazu wird mit den 

20 spezifischen Primeroligonukleotiden SH-TAA GTA TGT TGA 
AGA AAG ATT ATT GTA G (Seq. ID 1.) und CGC ATC AAC TAA 
ATC ATT AAA A (Seq. ID 2 . ) ein definiertes Fragment der 
Lange 242 bp amplif iziert . Dieses Amplifikat wird mit 
seiner Thiol Modif izierung an einer Bromessigsaure 

25 behandelten Polylysin Festphase gebunden. 

Polylysinbeschichtete Glasobjekttrager werden vorher in 
Ultraschall gereinigt und 1 h in 20 mmol/1 
Bromessigsaure, 20 mmol/1 Dicylohexylcarbodiimid, 2 
mmol/1 4- (Dimethylamino)pyridin-Losung aktiviert. Die 

30 Bindung mit dem PCR-Produkt erfolgt in einer 0,18 mol/1 

Triscarboxyethylphosphin, 200 mmol/1 NaH2P04 Pufferlosung 
2h in einer 25°C warmen feuchten Kammer. Die PCR-Produkte 
werden mit 0,05 mol/1 NaOH denaturiert und dann 
analysiert . 

35 Beispiel 1: 
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Das einzelstrangige PCR-Produkt wurde mit einem 
Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplexstruktur 
hybridisiert . Dazu wurden saurelabile modif izierte 
Oligonukleotide verwendet: 5 ' -TAT AAA CAC GTC TTT CApnA- 
5 Amino-3* (Seg. ID 3 . ) oder 5 ' -TAT AAA CAC ATC TTT CapnA- 
Amino-3 % (Seq. ID 4.) wobei sich das nachzuweisende 
Cytosin an Position 198 des Amplif ikats befindet. Bei dem 
Adenosin an der vorletzten Position beider 
Oligonukleotide handelt es sich urn ein 5 'Amino- Adenosin, 

10 welches durch Saure leicht hydrolysiert wird. An die 
Amino funkt ion am 3 ' -Ende wird vorher ein 6- 
Triethylammonixamhexyryl-N-hydroxysuccinimidylester (199 
Da) (CT1) , bzw. ein 6-Trimethylammoniumhexyryl-N- 
hydroxysuccinimidylester (129 Da) (CT2) gekoppelt. 

15 Dadurch unterscheiden sich die Massen der beiden 

kleineren Spaltprodukte urn 70 Da. Das methylierte Cytosin 
wird mit dem Oligonukleotid (Seq. ID 3 . ) nachgewiesen, 
wogegen die unmethylierte Zustandsf orm, die durch ein 
Thymin reprasentiert wird, mit dem Oligonukleotid (Seq. 

2 0 ID 4.) nachgewiesen wird. Beide Oligonukleotide 

hybridisieren an dem jeweils komplementaren Strang. Durch 
Aufbringen von 350 mmol/1 3-HPA in Acetonitril mit 1,5% 
Trif luoressigsaure wird die saurelabile Spaltstelle 
hydrolisiert . Der Nachweis des Hybridisierungsprodukts 

25 beruht auf dem Nachweis der Masse der Spaltprodukte 

mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie . Durch die GroSe 
des Oligonukleotidspaltproduktes und die definierte 
Ladung von einfach positiv wird die Nachweisgrenze 
entscheidend herabgesetzt . Nur wenn in der Bisulfit 

30 behandelten DNA an dieser Stelle ein methyliertes Cytosin 
vorgelegen hat, kommt es zu einer Hybridisierungsreaktion 
der amplif izierten DNA mit der Sonde (Seq. ID3 . , Seq. ID 
4.). Somit entscheidet der Methylierungsstatus des 
jeweiligen zu untersuchenden Cytosins liber das 

35 Hybridisierungsprodukt und damit iiber die detektierte 

Masse. Durch den Einbau der PN-Bindung direkt am 3 '-Ende 
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hat man zusatzlich den Vorteil eine nicht geladene 
Massenmarkierung verwenden zu konnen. Zum Beispiel lasst 
sich dann ein Peptid ankoppeln. 

5 Beispiel 2: 

Das einzelstrangige PCR-Produkt wurde mit einem 
Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplexstruktur 
hybridisiert . Dazu wurden modif izierte Oligonukleotide 
verwendet : 

10 5 1 Amino-TAT AAA CAC GTC TTT CAA (Seq. ID 5 . ) Oder 

5 'Amino-TAT AAA CAC ATC TTT CAA (Seq. ID 6.) An die 
Amino funkt ion am 5 1 -Ende wird vorher ein 6- 
Triethylammoniumhexyryl-N-hydroxysuccinimidylester (199 
Da) (CTl) , bzw. ein 6-Trimethylammoniumhexyryl-N- 

15 hydroxysuccinimidylester (129 Da) (CT2) gekoppelt. 
Dadurch unterscheiden sich die Massen der beiden 
kleineren Spaltprodukte um 70 Da. Das methylierte Cytosin 
wird mit dem Oligonukleotid (Seq. ID 5 . ) nachgewiesen, 
wogegen die unmethylierte Zustandsf orm, die durch ein 

20 Thymin reprasentiert wird, mit dem Oligonukleotid (Seq. 
ID 6 . ) nachgewiesen wird. Beide Oligonukleotide 
hybridisieren an dem jeweils komplementaren Strang. Die 
Oligonukleotide werden dann einer Behandlung nach Maxam 
und Gilbert unterzogen. Durch das Aufbringen von 

25 Dimethylsulfat und Erhitzen im alkalischen pH werden alle 
Adenosine und Guanosine gespalten. Der Nachweis des 
Hybridisierungsprodukts beruht auf dem Nachweis der Masse 
der Spaltprodukte mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie. 
In diesem Fall beobachtet man eine Masse von (498 Da + 

30 199 Da(CTl + dT) , bzw. + 129 Da(CT2 + dT) ) 697, bzw. 627 
Da. Durch die Grofie des Oligonukleotidspaltproduktes wird 
die Detektionsgrenze entscheidend herabgesetzt . Nur wenn 
in der Bisulfit behandelten DNA an dieser Stelle ein 
methyliertes Cytosin vorgelegen hat, kommt es zu einer 

35 Hybridisierungsreaktion der amplif izierten DNA mit der 
Sonde (Seq. ID 5., Seq. ID 6.). Somit entscheidet der 
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Methylierungsstatus des jeweiligen zu untersuchenden 
Cytosins iiber das Hybridisierungsprodukt und damit liber 
die detektierte Masse. Spaltet man die Cytosine und 
Thymidine mit Hydrazin und Piperidin kann anschliefeend 
5 ein 3 x -modif iziertes Oligonukleotidparchen untersucht 
werden. Als Spaltprodukte ergaben sich in diesem Fall 
dAdA-CTl und dAdA-CT2 . Alle denkbaren Spaltprodukte sind 
jedoch mehrfach geladen. 

10 Beispiel 3: 

Das einzelstrangige PCR-Produkt wurde mit einem 
Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplexstruktur 
hybridisiert . Dazu wurden modif izierte Oligonukleotide 
verwendet : 

15 5 * -Amino-TAT AAA CAC GTC TTT CAA (Seq. ID 7.) oder 5 X - 
Amino-5 x -TAT AAA CAC ATC TTT CAA (Seq. ID 8 . ) An die 
Aminofunktion am 5 ' -Ende wird vorher eine 
saureabspaltbare Schutzgruppe wie 4-Methyltrityl (258 
Da), bzw. Monomethoxytrityl (289 Da) gekoppelt. Dadurch 

20 unterscheiden sich die Massen der beiden kleineren 

Spaltprodukte urn 14 Da. Das methylierte Cytosin wird mit 
dem Oligonukleotid (Seq. ID 7 . ) nachgewiesen, wogegen die 
unmethylierte Zustandsf orm, die durch ein Thymin 
reprasentiert wird, mit dem Oligonukleotid (Seq. ID 8.) 

25 nachgewiesen wird. Beide Oligonukleotide hybridisieren an 
dem jeweils komplementaren Strang. Die Oligonukleotide 
werden mit einer saurehaltigen 2 X ,4 X ,6 X - 
Trihydroxyacetophenon Matrix uberdeckt und im MALDI-TOF 
vermessen. Dabei werden die Oligonukleotide von ihren 

30 Massenmarkierungen getrennt. Der Nachweis des 

Hybridisierungsprodukts beruht auf dem Nachweis der Masse 
der Schutzgruppe mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie . 
Durch die GroSe der Schutzgruppe und die definierte 
Ladung von +1 wird die Detektionsgrenze entscheidend 

35 herabgesetzt . Nur wenn in der Bisulfit behandelten DNA an 
dieser Stelle ein methyliertes Cytosin vorgelegen hat, 
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kommt es zu einer Hybridisierungsreaktion der 

amplif izierten DNA mit der Sonde (Seq. ID 7., Seq. ID 

8. ). Somit entscheidet der Methyl ierungs status des 
jeweiligen zu untersuchenden Cytosins iiber das 

5 Hybridisierungsprodukt und damit uber die detektierte 
Masse. 

Beispiel 4: 

Das einzelstrangige PCR-Produkt wurde mit einem 
10 Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplexstruktur 

hybridisiert . Dazu wurden modif izierte Oligonukleotide 
verwendet : 

5 x -AminoTmptAT AAA CAC GTC TTT CAA-3* (Seq. ID 9 . ) Oder 
5 * -AminoTmptAT AAA CAC ATC TTT CAA-3* (Seq. ID 10.) . Das 

15 mpt ist ein Methylphosphonat . An die Amino funkt ion am 5 1 - 
Ende wird vorher ein 6-Triethylammoniumhexyryl-N- 
hydroxysuccinimidylester (199 Da) (CTl) , bzw. ein 6- 
Trimethylammoniumhexyryl-N-hydroxysuccinimidylester (129 
Da) (CT2) gekoppelt. Dadurch unterscheiden sich die 

2 0 Massen der beiden kleineren Spaltprodukte um 7 0 Da. Das 
methylierte Cytosin wird mit dem Oligonukleotid (Seq. ID 

9. ) nachgewiesen, wogegen die unmethylierte Zustandsf orm, 
die durch ein Thymin reprasentiert wird, mit dem 
Oligonukleotid (Seq. ID 10.) nachgewiesen wird. Beide 

25 Oligonukleotide hybridisieren an dem jeweils 

komplementaren Strang. Die Oligonukleotide werden mit 
einer 3 x -Endoglykosidase verdaut. Der Nachweis des 
Hybridisierungsprodukts beruht auf dem Nachweis der Masse 
des verbleibenden dT und des charge tags mittels MALDI- 

30 TOF Massenspektrometrie. Durch die GroSe der 

Massenmarkierung und die definierte Ladung von -1 wird 
die Detektionsgrenze entscheidend herabgesetzt . Nur wenn 
in der Bisulfit behandelten DNA an dieser Stelle ein 
methyliertes Cytosin vorgelegen hat, kommt es zu einer 

35 Hybridisierungsreaktion der amplif izierten DNA mit der 
Sonde (Seq. ID 9., Seq. ID 10.). Somit entscheidet der 
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Methyl ierungsstatus des jeweiligen zu untersuchenden 
Cytosins liber das Hybridisierungsprodukt und damit iiber 
die detektierte Masse. Man kann das Methylphosphonat auch 
ganz ans 3 X -Ende des Oligonukleotids setzten und erhalt 
5 dann auch ohne charge tag ein einfach negativ geladenes 
Molekiil . 

Beispiel 5: 

Das einzelstrangige PCR-Produkt wurde mit zwei in der 

10 Sequenz auf einander folgende Oligonukleotide unter 

Ausbildung einer Duplexstruktur hybridisiert. Dazu wurden 
modif izierte Oligonukleotide verwendet: 
5*-TTC AAC TTA TAT AAA CAmtpC-3 * (Seq. ID 11.) und 
5*TmtpTC TTT CAA AAT TCA CAT- 3 * (Seq. ID 12.) Oder 

15 5 v GmtpTC TTT CAA AAT TCA CAT-3 1 (Seq. ID 13.) Die 

Abkiirzung mtp steht fur Methylphosphonat. Das methylierte 
Cytosin wird durch die Ligation von Seq. ID 11. und Seq. 
ID 12. nachgewiesen, wogegen die unmethylierte 
Zustandsf orm, die durch ein Thymin reprasentiert wird, 

20 durch die Ligation von Seq. ID 11 und Seq. ID 13 

nachgewiesen wird. Beide Oligonukleotide hybridisieren an 
dem jeweils komplementaren Strang. Die Oligonukleotide 
werden durch 3 x -Endoglykosidase und 5 x Endoglykosidase 
verdaut. Der Nachweis des Ligationsprodukts beruht auf 

25 dem Nachweis der Masse der verbleibenden Nukleotide 
(AmtpCp-TmtpC oder AmtpCp-TmtpC) mittels MALDI-TOF 
Massenspektrometrie. Durch die GroSe der Produkte und die 
def inierte Ladung von einfach negativ wird die 
Detektionsgrenze entscheidend herabgesetzt . Durch weitere 

30 Methylphosphonate kann die Masse weiter verschoben 
werden . 
Beispiel 6: 

Das einzelstrangige PCR-Produkt wurde mit zwei in der 
Sequenz auf einander folgende Oligonukleotide unter 
35 Ausbildung einer Duplexstruktur hybridisiert. Dazu wurden 
modif izierte Oligonukleotide verwendet: 
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5 X -TTC AAC TTA TAT AAA CApnC-3 x (Seq. ID 14.) und 
5*ATmtpC TTT CAA AAT TCA CAT-3 x (Seq. ID 15.) Oder 
5*GmtpTC TTT CAA AAT TCA CAT -3 * (Seq. ID 16.) Die 
Abkurzung mtp steht hier fur Methylphosphonat . Das 
5 methylierte Cytosin wird durch die Ligation von Seq. ID 
14. und Seq. ID 15. nachgewiesen, wogegen die 
unmethylierte Zustandsf onri, die durch ein Thymin 
reprasentiert wird, durch die Ligation von Seq. ID 14 und 
Seq. ID 15 nachgewiesen wird. Beide Oligonukleotide 

10 hybridisieren an dem jeweils komplementaren Strang. Die 
Oligonukleotide werden durch Zugabe saurer 3-HPA (3- 
Hydroxypicolinsaure) Matrix mit 0,3% TFA 
(Trif luoressigsaure) und Verdau mit einer 3 V - 
Endoglykosidase verdaut. Der Nachweis des 

15 Ligationsprodukts beruht auf dem Nachweis der Masse der 
verbleibenden Nukleotide (NH3+-Cp-Ap-TmtpC oder NH3+-Cp- 
Gp-TmtpC) mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie . Durch 
die GroSe der Produkte und die definierte Ladung von 
einfach negativ wird die Detektionsgrenze entscheidend 

20 herabgesetzt . Anstelle des Methylphosphonates kann man im 
zweiten Oligonukleotid an der zweiten Position am 5 ' -Ende 
auch eine NP (Stickstoff -Phosphor ) -Bindung, also ein 
3 ' Amino-Guaonsid bzw. 3 ' Amino-Thymidin. Es entsteht ein 
NH3+-Cp-ANH3+. 

25 Beispiel 7: 

Das einzelstrangige PCR-Produkt wurde mit zwei in der 
Sequenz aufeinander folgende Oligonukleotide unter 
Ausbildung einer Duplexstruktur hybridisiert . Die beiden 
Oligonukleotide uberlappen sich. Dazu wurden modifizierte 

30 Oligonukleotide verwendet: 

5*-TTC AAC TTA TAT AAA CAC-3 x (Seq. ID 17.) und 5*Amino- 
CATC TTT CAA AAT TCA CAT-3 * (Seq. ID 18.) oder 5*Amino- 
CGTC TTT CAA AAT TCA CAT-3 x (Seq. ID 19.) . An die 
Aminofunktion am 5 ' -Ende wird vorher ein 6- 

35 Triethylammoniumhexyryl-N-hydroxysuccinimidylester (199 
Da) (CT1) , bzw. ein 6-Trimethylammoniumhexansaure-N- 
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hydroxysuccinimidylester (129 Da) (CT2) gekoppelt. Das 
methylierte Cytosin wird durch die Ligation von Seq. ID 
17. und Seq. ID 18. nachgewiesen, wogegen die 
unmethylierte Zustandsf onti, die durch ein Thymin 
5 reprasentiert wird, durch die Ligation von Seq. ID 18 und 
Seq. ID 19 nachgewiesen wird. Beide Oligonukleotide 
hybridisieren an dem jeweils komplementaren Strang. Die 
Oligonukleotide werden durch Zugabe einer Flap- 
Endonuklease (Clevase VIII Endonuklease) gespalten. Der 

10 Nachweis des Ligationsprodukts beruht auf dem Nachweis 

der Masse der verbleibenden Nukleotide (CTl + dC oder CT2 
+ dC) mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie . Durch die 
GroSe der Produkte und die definierte Ladung von einfach 
negativ wird die Detektionsgrenze entscheidend 

15 herabgesetzt . 

Beispiel 8: 

Hier wurde mit den spezifischen Primeroligonukleotiden 
TAA GTA TGT TGA AGA AAG ATT ATT GTA G und Phosphat-CGC 

20 ATC AAC TAA ATC ATT AAA A ein definiertes Fragment der 
Lange 242 bp amplif iziert . Dieses Amplifikat wurde mit 
lambda-Exonuklease verdaut, so dass der S'-Phosphat 
modifizierte Strang abgedaut wurde und nur noch ssDNA 
(ss=single stranded) vorlag. Diese wurde nun an ein 

25 Oligonukleotid mit der Sequenz 5 x -Phosphat-TC TTT CAA AAT 
TCA CAT-Amino-3 * (Seq. ID 20) unter Ausbildung einer 
Duplexstruktur hybridisiert . Dieses Oligonukleotid ist 
iiber seine 3 1 -Aminomodif ikation an eine aktivierte 
Oberflache gebunden. Dann wurde ein Ligationsmix 

3 0 hinzugefiigt, der Ligase, Ligasepuffer und eines der 

folgenden zwei Oligonukleotide enthielt: 5 ' -DMT- ACT- 3 ' 
(Seq. ID 21) Oder 5 * -MMT-ACG-3 ' (Seq. ID 22) 
(DMT=Dimethyltrityl, MMT=Monomethyltrityl) . Das 
methylierte Cytosin wurde durch die Ligation von Seq. ID 

35 20 und Seq. ID 21 nachgewiesen. Dabei wurde die 
Tritylgruppe durch die Zugabe von saurer Matrix 
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abgespalten unci deren Masse im Massenspektrometer 
analysiert. Bei einer unmethylierten Probe wurde wahrend 
der Bisulf itreaktion ein T anstelle eines C eingebaut, 
die Sequenz ID 22 ligiert und durch ihre MMT-Gruppe 
5 nachgewiesen. Durch die Verwendung weiterer Tritylgruppen 
konnen alle moglichen CpG Positionen in der beschriebenen 
Ligasereaktion untersucht werden. 



10 



Patentanspriiche 

Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauresequenzen, 
dadurch gekennzeichnet , dass folgende Schritte 
ausgefiihrt werden: 

a) mindestens eine Nukleinsaure wird auf einer 
Festphase gebunden; 

b) Sondenmolekule werden sequenzspezif isch an die 
Nukleinsaure hybridisiert , wobei die Sondenmolekule 
mit einer spaltbaren Bindung und einer 
Massenmarkierung versehen sind, welche fur das 
Sondenmolekiil spezifisch ist; 

c) Entfernung der nicht hybridisierten 
Sondenmolekule ; 

d) Kontaktieren der hybridisierten Sondenmolekule mit 
einer Matrix, die besagte spaltbaren Bindungen 
spaltet und zugleich als Matrix in einem MALDI- 
Massenspektrometer dient; 

e) Nachweis der Massenmarkierung an den Positionen, 
an denen die Nukleinsaure gebunden wurde. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die nachzuweisenden Nukleinsauresequenzen DNA- 
Sequenzen und insbesondere zwischen unterschiedlichen 
Nukleinsauen veranderliche Sequenzen sind, die SNPs, 
Punktmutationen, Deletionen, Inversionen oder 
Insertionen enthalten. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , ■ 
dass die nachzuweisenden Nukleinsauresequenzen 



chemisch vorbehandelte DNA-Sequenzen sind und 
insbesondere mit Bisulfit behandelte Sequenzen, 
welche zum Nachweis von DNA-Methylierung an 
bestimmten CpG Positionen dienen. 

Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3 , dadurch 
gekennzeichnet, dass die Nukleinsaure vor der Bindung 
an die Festphase amplif iziert wird, wobei dies 
bevorzugt mittels enzymatischer Primerverlangerung, 
PCR, Rolling Circle Amplf ikation, Ligase- 
Kettenreaktion oder anderen Verf ahren erfolgen kann. 

Verf ahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , dass die Festphase der 
Probentrager eines Massenspektrometers ist. 

Verf ahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Festphasenoberf lache aus Silizium, Glas, 
Polystyrol, Aluminium, Stahl, Eisen, Kupfer, Nickel, 
Silber oder Gold besteht. 

Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Festphase in den 
Probentrager eines MALDI-Massenspektrometers 
eingesetzt werden kann. 

Verf ahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass mehrere Nukleinsauren 
auf der Festphasenoberf lache in Form eines 
rechtwinkligen oder hexagonalen Rasters angeordnet 
sind. 

Verf ahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Sondenmolekule DNA 
oder modifizierte DNA sind. 
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10. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Sondenmolekule LNA, 
PNA oder entsprechende Hybride da von, auch mit DNA 
oder modif izierter DNA, sind. 

5 

11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Sondenmolekule nach der Hybridisierung 
enzymatisch durch Primerverlangerung modifiziert 
werden . 

10 12. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Sondenmolekule nach der Hybridisierung 
enzymatisch durch Ligation modifiziert werden. 



13. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 oder 12, 

15 dadurch gekennzeichnet, dass die Massenmarkierung 

erst infolge der enzymatischen Modifikation mit dem 
Sondenmolekiil verbunden ist. 

14. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, 
20 dadurch gekennzeichnet, dass die Massenmarkierung 

eine einzelne positive oder eine einzelne negative 
Ladung tragt . 



15. Verfahren nach einem voranstehenden Anspriiche, 
25 dadurch gekennzeichnet, dass die Massen einer 

Markierung sich jeweils von der Masse aller anderen 
in einem Experiment verwendeten Markierung urn 
mindestens 1 Da unterscheidet . 



30 16. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 

dass die Sondenmolekule mindestens ein CG, TG oder CA 
Dinukleotid umfassen. 



35 



17. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 3 oder 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass in Schritt b) eine 
Hybridisierung der Amplifikate an zwei Klassen von 
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Sondenmolekiilen mit jeweils mindestens einem Mitglied 
erfolgt, wobei die Sondenmolekiile der ersten Klasse 
bevorzugt an die Sequenz hybridisieren, welche aus 
der chemischen Behandlung der genomischen DNA 
5 hervorgeht, wenn ein zu untersuchendes Cytosin in der 

genomischen DNA methyliert vorlage und wobei die 
Sondenmolekiile der zweiten Klasse bevorzugt an die 
Sequenz hybridisieren, welche aus der chemischen 
Behandlung der genomischen DNA hervorgeht, wenn ein 
10 zu untersuchendes Cytosin in der genomischen DNA 

unmethyliert vorlage. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 3 oder 16, dadurch 
gekennzeichnet , dass in Schritt b) eine 

15 Hybridisierung an zwei Klassen von Sondenmolekiilen 

mit jeweils mindestens einem Mitglied erfolgt, wobei 
die Sondenmolekiile der ersten Klasse bevorzugt an die 
Sequenz hybridisieren, welche aus der chemischen 
Behandlung der genomischen DNA hervorgeht, wenn ein 

20 zu untersuchendes Cytosin in der genomischen DNA 

methyliert vorlage und weniger bevorzugt an die 
Sequenz, welche aus der chemischen Behandlung der 
genomischen DNA hervorgeht, wenn ein zu 
untersuchendes Cytosin in der genomischen DNA 

25 unmethyliert vorlage und wobei die Oligomere der 

zweiten Klasse an das zu untersuchende Amplifikat im 
wesentlichen unabhangig von der Methylierung besagten 
bestimmten Cytosins in der genomischen DNA 
hybr idi s i er en . 

30 19. Verfahren nach einem der Anspruche 3 oder 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass in Schritt b) eine 
Hybridisierung an zwei Klassen von Sondenmolekiilen 
mit jeweils mindestens einem Mitglied erfolgt, wobei 
die Sondenmolekiile der ersten Klasse bevorzugt an die 

35 Sequenz hybridisieren, welche aus der chemischen 

Behandlung der genomischen DNA hervorgeht, wenn ein 
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zu untersuchendes Cytosin in der genomischen DNA 
unmethyliert vorlage und weniger bevorzugt an die 
Sequenz, welche aus der chemischen Behandlung der 
genomischen DNA hervorgeht, wenn ein zu 
untersuchendes Cytosin in der genomischen DNA 
methyliert vorlage und wobei die Oligomere der 
zweiten Klasse an das zu untersuchende Amplifikat im 
wesentlichen unabhangig von der Methylierung besagten 
bestimmten Cytosins in der genomischen DNA 
hybridisieren . 

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, 
wobei die Nukleinsaure aus Zelllinien, Blut, Sputum, 
Stuhl, Urin, Gehirn-Riickenmarks-Flussigkeit , in 
Paraffin eingebettetem Gewebe, beispielsweise Gewebe 
von Augen, Darm, Niere, Hirn, Herz, Prostata, Lunge, 
Brust oder Leber, histologischen Objekttragern oder 
alien moglichen Kombinationen hiervon erhalten wurde. 

Verwendung eines Verfahrens nach einem der 
voranstehenden Anspriiche zur Diagnose und/oder 
Prognose nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder 
Individuen, wobei diese nachteiligen Ereignisse 
mindestens einer der folgenden Kategorien angehoren: 
unerwiins ch t e Ar z ne imi 1 1 e 1 wi r kungen ; 

Krebserkrankungen; CNS-Fehlfunktionen, Schaden oder 
Krankheit; Aggressionssymptome oder 
Verhaltensstorungen; klinische, psychologische und 
soziale Konsequenzen von Gehirnschadigungen; 
psychotische Storungen und Personlichkeitsstorungen; 
Demenz und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskulare 
Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, 
Schadigung oder Krankheit des gastrointestinalen 
Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des 
Atmungs systems; Verletzung, Entztindung, Infektion, 
Immunitat und/oder Rekonvaleszenz ; Fehlfunktion, 
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Schadigung oder Krankheit des Korpers als Abweichung 
im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder 
Krankheit der Haut, der Muskeln, des Bindegewebes 
oder der Knochen; endokrine und metabolische 
5 Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; 

Kopf schmerzen oder sexuelle Fehlfunktion. 



22. Verwendung eines Verfahrens nach einem der 
voranstehenden Anspruche zur Unterscheidung von 

10 Zelltypen oder Geweben oder zur Untersuchung der 

Zelldif f erenzierung. 

23. Kit, umfassend ein Festphase zur Immobilisierung der 
Nukleinsaure, Sondenitiolekiilen sowie Komponenten ftir 

15 die Durchfuhrung der massenspektrometrischen Messung 

sowie eine Anleitung zur Durchfuhrung eines 
Verfahrens nach einem der voranstehenden Anspruche. 



20 




Zusammenf assung 

Die vorliegende Erfindung beschreibt ein Verfahren zum 
5 Nachweis von Nukleinsauresequenzen, dadurch 

gekennzeichnet , dass folgende Schritte ausgefiihrt werden: 

a) mindestens eine Nukleinsaure wird auf einer Festphase 
gebunden; 

b) Sondenmolekule werden sequenzspezif isch an die 

10 Nukleinsaure hybridisiert , wobei die Sondenmolekiile mit 
einer spaltbaren Bindung und einer Massenmarkierung 
versehen sind, welche fur das Sondenmolekul spezifisch 
ist ; 

c) Entfernung der nicht hybridisierten Sondenmolekule; 
15 d) Kontaktieren der hybridisierten Sondenmolekule mit 

einer Matrix, die besagte spaltbaren Bindungen spaltet 
und zugleich als Matrix in einem MALDI-Massenspektrometer 
dient ; 

e) Nachweis der Massenmarkierung an den Positionen, an 
20 denen die Nukleinsaure gebunden wurde. 



